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【摘要】 目的   探讨玻璃化冷冻和程序化冷冻对人卵母细胞纺锤体定位、细胞骨架及其发育潜能的
影响。方法   将第2日发育为MII 卵母细胞随机分为对照组、程序化冻融组、玻璃化冻融组 (解冻 0 h、1 h、3 h)。
应用液晶偏振光显微镜 (Polscope) 成像系统观察卵母细胞纺锤体与第一极体 (Pb) 的夹角、表面积、卵透
明带内层光阻值和外层光阻值。采用扫描电子显微镜和透射电子显微镜观察卵母细胞的表面和内部超微
结构。统计 2 种冻融方法对卵母细胞发育潜能的影响。结果   对照组、程序化冷冻解冻培养 3 h 组和玻
璃化冷冻解冻后培养 0 h、1 h、3 h 组中的纺锤体可见率分别为 92.4%、56.4%、11.2%、24.8%、61.1%。
与程序化冻融组相比，玻璃化冷冻解冻培养 3 h 后卵母细胞中纺锤体与 Pb 的夹角更小 (37.3° 与 68°，
P=0.023)。对照组、程序化冻融组和玻璃化冻融后培养 3 h 组中卵母细胞的纺锤体面积、卵透明带内层光
阻值和透明带外层光阻值差异无统计学意义 (P>0.05)。与程序化冻融组相比，玻璃化冻融后培养 3 h 组中
卵母细胞表面突起丰富，微绒毛形态较为正常，倒伏在细胞表面，卵透明带边界较为清晰，与对照组较
为接近。程序化冻融组的正常受精率 (65.7%) 明显低于对照组 (79.2%，P=0.041)，而卵裂率和囊胚形成率
与对照组和玻璃化冻融组差异无统计学意义 (P>0.05)。玻璃化冻融后培养 3 h 组中正常受精率、卵裂率、
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【Abstract】 Objective   To compare the the spindles, cytoskeleton and the developmental potential 
of human oocytes between vitrification and slow freezing approaches by polscope and electron microscopy. 
Methods   The immature human oocytes were randomly divided into control, slow freezing, and vitrification 
freezing-thawing groups (0 h, 1 h, 3 h after thawing). The spindle, the angle of spindle to the first polarbody, the 
surface area of oocytes and the lining and outer retardance of zona pellucida were observed by Polscope. The 
surface and ultrastructure of oocytes were observed by scanning electron microscopy (SEM) and transmission 
electron microscopy (TEM). Finally, the influences of two freezing methods on developmental capability of 
human oocytes were analyzed. Results   The visible rate of spindle was 92.4%, 56.4%, 11.2%, 24.8%, 61.1% in 
control group, slow freezing-thawing group, and vitrification freezing-thawing after 0 h, 1 h and 3 h, respectively. 
Compared with slow freezing, the angle of the spindle to the first polar body in vitrification freezing-thawing 
after 3 h group was smaller (37.3°,  68°, P=0.023). No significant differences were observed in the surface area of 
oocytes, the lining and outer ret of oocytes zona pellucida between vitrification freezing-thawing after 3 h group 
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1 资料与方法
1.1  研究对象   选取 71 名于 2012 年 4 月—2014 年
11 月期间在厦门大学附属第一医院生殖医学中心行
体外受精 / 卵胞质内单精子注射 (IVF/ICSI) 治疗患
者的 MI 期卵母细胞 (n=235) 为研究对象。入选标












人促卵泡刺激素 (rFSH，瑞士 Merck Serono) 和 / 或
人绝经期促性腺激素 (hMG，珠海丽珠集团 )促排卵。
监测卵泡发育情况，当有 4 个卵泡直径 >17 mm 或
者 2 个 >18 mm 时，注射重组人绒毛膜促性腺激素
(rhCG，瑞士 Merck Serono)0.25 mg，注射 36~38 h
后取卵。如果是行 IVF 患者，卵母细胞授精后培
养 4~6 h 拆除颗粒细胞，将 MI 期卵母细胞 (n=105)
单独挑出到 G-1 Plus 培养液 ( 瑞典 Vitrolife)，第
2 日观察卵母细胞的成熟情况，若发育为 MII 卵母
细胞 56 枚，则将其作为研究对象。如果是行 ICSI
患者，卵冠丘复合物经过 80 IU/mL 透明质酸酶
(Santa Ana，美国 Irvine Scientific) 处理后，用显
微镜观察，将 MI 卵母细胞 130 枚单独挑出到 G-1 
Plus 培养液，第 2 日观察卵母细胞的成熟情况，





























本研究以人 MI 期卵母细胞为模型，第 2 日发
育成为MII期后，采用液晶偏振光显微镜 (Polscope)、
扫描电子显微镜 (SEM) 和透射电子显微镜 (TEM)
分析程序化冷冻和玻璃化冷冻对卵母细胞纺锤体、
超微结构及胚胎发育潜能的影响。
and slow freezing group. The protrusions of oocyte surface were increased, the microvilli were normal, and laid 
down on the membrane surface in vitrification freezing-thawing after 3 h group than slow freezing group, and 
similar results of better recovery of perivitelline space and mitochondria were obtained. The 2 pronucleus (PN) 
fertilization rate in slow freezing group (65.7%) was decreased compared with control group (79.2%, P=0.041). 
No significant differences were observed between vitrification freezing-thawing after 3 h group and control group 
in 2PN fertilization rate, cleavage rate and blastocyst formation rate. Conclusion   Preliminary results suggest that 
the vitrification freezing-thawing for oocyte cryopreservation is a better choice than slow freezing-thawing.
【Key words】 Vitrification; Slow freezing; Human oocyte; Meiotic spindle; Oocyte zona pellucida
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-711-中华生殖与避孕杂志 2018 年 9 月第 38 卷第 9 期 Chin J Reprod Contracep, September 2018, Vol. 38, No. 9
象。将上述获得的 MII 卵母细胞随机分为对照组
20 枚，程序化冷冻解冻培养 3 h 组 24 枚，玻璃
化冷冻解冻后培养 0 h 组 24 枚，玻璃化冷冻解
冻后培养 1 h 组 24 枚，玻璃化冷冻解冻后培养
3 h 组 24 枚。
1.3   偏振光观测仪 (Polscope)   卵母细胞应用
Polscope 纺锤体观测系统 ( 美国 CRI) 进行观察。
其原理是利用波长为 546 nm 的绿光通过一个液晶
体偏光补偿器，改变偏光状态，使用由特殊材料
制作的纺锤体观察专用小皿在显微镜下对纺锤体




察时间控制在 10 s 以内。首先选择第一极体 (Pb) 清
晰的平面，然后观察纺锤体的存在情况。冷冻前及





46°~90° 者称为第 III 类，91°~180° 者称为第 IV 类，
具体参见图 1D。
1.4  卵母细胞玻璃化冷冻和解冻
1.4.1   冷冻   用拉细了的吸管将卵母细胞放到冷冻






1.4.2   解冻 (所有操作均需在 37 ℃恒温平台上完
成 )   ①用磁铁棒从液氮中取出冷冻环后迅速在解
冻液 1 内划过，调节体视镜视野并用拉细的吸管
收集卵母细胞，这个过程须 1 min 内完成。②立即
将卵母细胞转移到解冻液 2 的液滴中，并计时，
然后立即依次在下一行 (4 个液滴 ) 解冻液 2 液滴
中洗涤转移卵母细胞，并在进入最后用滴中时保




体积分数 6.0%CO2 培养箱中培养 ( 表 1)。
表 1    玻璃化冷冻解冻液成分
Table 1    Components of vitrified freezing-thawing solution
溶液                                 玻璃化冷冻解冻液成分 ( 基础液都为 G-MOPS)
Solution                           Component of vitrified freezing-thawing solution 











     注：G-MOPS 示箱外配子 / 胚胎处理液；EG 示乙二醇；DMSO 示
二甲基亚砜；HSA 示人血清白蛋白；Sucrose 示蔗糖
7.5% EG+7.5% DMSO+10 g/L HSA
15% EG+15% DMSO+0.5 mol/L Sucrose+10 g/L HSA
1 mol/L Sucrose+10 g/L HSA
0.5 mol/L Sucrose + 10 g/L HSA
0.25 mol/L Sucrose+10 g/L HSA
1.5     程序化冷冻和解冻
1.5.1   冷冻   室温下，将卵母细胞放置在冷冻 1 液
中洗涤 2 次，移入冷冻 2 液中放置 10 min，冷冻
液 3 中放置 10 min 后，将卵母细胞吸入冷冻麦管。
将装载好的麦管放入程序化冷冻仪 ( 澳大利亚 SY-
LAB)，开始冷冻。
1.5.2   冷冻程序    20 ℃到 7 ℃ (-2 ℃ /min)，停留
5 min，人工植冰，再停留 10 min，-7 ℃到 -32 ℃ 
(0.3 ℃ /min)，投入液氮。 
1.5.3   解冻   将冷冻麦管从液氮中取出，空气中融
化 30 s，立即放入 32 ℃水浴 1 min。解冻液 1、2、
3、4 液中依次放置 5 min。所有复苏程序均在室温
下进行 ( 表 2)。
1.6 TEM 和 SEM   
1.6.1   TEM   每组选择 5~6 枚 MII 期卵母细胞，分
表 2    程序化冷冻解冻液成分
Table 2    Components of programmed freezing-thawing and 
solution
溶液                                 程序化冷冻解冻液成分 ( 基础液都为 G-MOPS)
Solution                               Component of programmed freezing-thawing       
                                                   solution (basis solution: G-MOPS)














     注： G-MOPS 示箱外配子 / 胚胎处理液；HSA 示人血清白蛋白；
PROH 示丙二醇；Sucrose 示蔗糖
10 g/L HSA
10 g/L HSA +1.5 mol/L PROH
1.5 mol/L PROH+0.3 mol/L Sucrose+10 g/L HSA
0.5 mol/L Sucrose + 10 g/L HSA
1.0 mol/L PROH+0.3 mol/L Sucrose +10 g/L HSA
0.5 mol/L PROH+0.3 mol/L Sucrose +10 g/L HSA
10 g/L HSA
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别制作成 TEM 标本观察。首先将卵母细胞迅速放
入质量分数 2.5% 戊二醛中，4 ℃固定过夜。样品
经 PBS 清洗后采用质量分数 1% 锇酸 (OsO4)4 ℃
固定 1 h。卵母细胞的包埋采用琼脂铸膜法制备，
避免卵母细胞的丢失。然后将琼脂小块置于前固
定液中 4 ℃、避光固定过夜。样品经 PBS 清洗后
采用 50%~100% 梯度浓度乙醇依次脱水。环氧丙
烷透明 30 min，加入环氧丙烷与环氧树脂 812(1 ︰
1) 配置的混合液渗透包埋 1.5 h，连续超薄切片 ( 切
片厚度为 70 nm)。选择好的超薄切片进行重新包
埋，超薄切片用乙酸双氧铀和柠檬酸铅双染后于
TEM(JEM 2100H II，日本电子株式会社 ) 下进行
观察并拍照。
1.6.2   SEM    每组选择 6 枚 MII 期卵母细胞，分
别制作成 SEM 标本观察。卵母细胞在质量分数
2.5% 戊二醛固定 2 h，样品经 PBS 清洗 3 次，
每次 30 min。然后用质量分数 1% 锇酸固定 2 h，
PBS 继续清洗 3 次，每次 30 min。采用 30%~100%
梯度浓度乙醇依次脱水，每次 20 min。然后从乙
醇逐步过渡到纯叔丁醇，4 ℃过夜。第 2 日上午进
行冷冻干燥、喷金，于 SEM(JSM6390，日本电子
株式会社 ) 下观察并拍照。




40 mL G-1 Plus 培养液微滴内于 37 ℃、体积分数
6%CO2 培养条件下培养。16~18 h 后观察受精情
况，以出现雌雄原核 (PN) 为受精标志。72 h 后根
据形态学评分，将 3 级以上的卵裂胚再转移到囊
胚培养液 G-2 Plus( 瑞典 Vitrolife) 培养液微滴内，
在 37 ℃、体积分数 6%CO2、体积分数 5%O2 三气
培养箱中培养。所有实验过程要求注意无菌、保
温。2PN 受精率 =2PN 受精卵母细胞数 /MII 卵母
细胞数 ×100%，卵裂率 = 卵裂数 /2PN 受精卵总
数 ×100%，囊胚形成率 = 形成囊胚数 /72 h 评分
3 级及以上的胚胎的培养成囊胚数 ×100%。实验
结束后将胚胎全部废弃。
1.8  统计学分析    数据采用 SPSS20.0 统计软件进
行统计分析，呈正态分布计量资料采用均数 ± 标
准差 (x- ±s) 表示，多组间的比较采用单因素方差
分析 (ANOVA) 判断，组间比较用 c2 检验，P<0.05
为差异有统计学意义。
2 结果
       本研究选取71名患者，平均年龄为 (30.5±3.0)岁，
平均不孕年限为 (4.6±2.2) 年。
2.1    2 种冷冻方法对人卵母细胞纺锤体的影
响     对照组的 MI 卵母细胞在体外培养成熟后，
用 Polscope 进行纺锤体观察 ( 图 1A~C)，对照组
纺锤体可见率 92.4%，程序化冻融组纺锤体的可
见率为 56.4%，采用玻璃化冻融组培养 0 h、1 h、
3 h 纺锤体可见率分别为 11.2%、24.8%、61.1%，
对照组明显高于程序化冻融组 (P=0.02) 和玻璃化
冻融 3 h 组 (P=0.035)。而玻璃化冻融后培养 3 h
组纺锤体可见率稍高于程序化冻融组，但差异没
有统计学意义。从图 1E 可见，对照组纺锤体与
Pb 的夹角为 23.5°(II)，程序化冻融后培养 3 h 组





2.2   2 种冷冻方法对人卵母细胞纺锤体面积、卵透





玻璃化冻融 0 h 和 1 h 组的纺锤体面积降低，卵透
明带内层光阻值和卵透明带外层光阻值升高，差
异具有统计学意义 (P<0.05)。然后玻璃化冻融 3 h后，
这 3 组参数恢复到对照组的水平，与对照组间差
异无统计学意义 (P>0.05)。
2.3     2 种冷冻方法对人卵母细胞表面形态的影 
响    图 3 结果显示：与对照组相比，程序化冻融
后卵母细胞表面突起减少，变得光滑。采用玻璃
化冻融 0~3 h 后，卵母细胞表面突起逐渐增加，逐
步恢复到与对照组相似。
2.4    2 种冷冻方法对人卵母细胞卵间周隙和线粒体的
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皮质颗粒数量大量减少。透明带变得模糊不清，细
胞基质出现大量的空泡，线粒体表面粗糙模糊。玻
璃化冻融培养 3 h 后，微绒毛形态较为正常，倒伏
在细胞表面，卵透明带界限较为清晰；少量线粒体膜
变得模糊不清。说明玻璃化冻融培养 3 h 后对卵母细
胞的形态恢复较程序化冻融好。
2.5   2 种冷冻方法对人卵母细胞受精率，卵裂率和囊
胚形成率的影响     囊胚形成被认为是良好胚胎发育
标准之一。图 6 结果显示：与对照组相比，程序化冻
融组解冻后卵母细胞的正常受精率较正常组低，差异
* 示 P<0.05，** 示 P<0.01，与冷冻前比较 compared with before freezing
图 1    通过 Polscope 分析不同冷冻方法对人卵母细胞纺锤体可见率和第一极体夹角的影响
Figure 1    The influence of two freezing methods on the spindle and the angle of spindle to the first polar body analyzed by using Polscope
A 示对照组中卵母细胞中的纺锤体情况 spindles morphological of human oocytes in control group，n=20，×200；B 示程序化冻融组解冻后卵母细胞中
纺锤体情况 spindles morphological of human oocytes in slow freezing group，n=24，×200；C 示玻璃化冷冻解冻培养 0 h、1 h、3 h 后卵母细胞中纺锤
体的情况 spindles morphological of human oocytes in vitrification group (thawed after 0 h, 1 h, 3 h)，每组 n=24，×200；D 示卵母细胞中纺锤体和第一极
体夹角的 4 种模式图 schematic representation represented the four oocyte groups (I：0° to 5°，II：6° to 45°； III：46° to 90°；IV：91° to 180°)；E 示采
用 Polscope 检测不同冷冻方法组中人卵母细胞纺锤体和第一极体的夹角 the angles of the spindle to the first polar body in different freezing groups were 
visualized through the Polscope system；F 示采用 Polscope 分析不同冷冻方法组中人卵母细胞的纺锤体可见率 the visible rates of human oocytes spindle 
in different freezing groups were analyzed by Polscope system
C
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图 3    扫描电子显微镜分析 2 种冷冻方法对人卵母细胞表面状态的影响 (n=6，标尺均为 5 μm)
Figure 3    The influence of two freezing methods on morphological photograph of human oocytes analyzed by SEM (n=6, scale bars=5 μm)
具有统计学意义 (P<0.05)，而卵裂率和囊胚形成率差


















图 2    Polscope 分析 2 种冷冻方法对人卵母细胞纺锤体面积、卵透明带内层光阻值和卵透明带外层光阻值的影响
Figure 2    The influence of two freezing methods on surface area of oocytes spindle and the lining and outer ret of zona pellucida measured by Polscope  





































PVS 示卵周间隙 perivitelline space；M 示线粒体 mitochondria；MV 示微绒毛 microvilli；ZP 示卵透明带 zone pellucida
图 4    透射电子显微镜分析 2 种冷冻方法对人卵母细胞卵间周隙和微绒毛状态的影响 (n=6，标尺均为 2 μm)
Figure 4   The influence of two freezing methods on perivitelline space and microvilli of human oocytes analyzed by TEM (scale bars= 2 μm)
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本研究也观察到，程序化冻融和玻璃化冻融后培
养 3 h 的卵母细胞皮质颗粒有一部分释放到卵间周







Valojerdi 等 [20] 研究表明程序化冷冻会使卵母细胞
线粒体膜变得粗糙模糊，线粒体肿胀；而在玻璃
化冷冻组解冻后的卵母细胞中的线粒体的损伤较
小。Khalili 等 [22] 研究表明玻璃化冻融后的卵母细
胞胞质保存有大量的完好、形态正常的线粒体。
Palmerini 等 [23] 进一步研究显示玻璃化冷冻解冻后
的卵母细胞中线粒体 - 内质网复合体比对照组卵母
图 5    扫描电子显微分析 2 种冷冻方法对人卵母细胞线粒体的影响 (n=6，标尺均为 200 nm)
Figure 5   The influence of two freezing methods on mitochondria of human oocytes analyzed by SEM (scale bars= 200 nm)
对照组 control group (n=9)，程序化冻融解冻组培养 3 h slow freezing 
recovery for 3 h (n=12)，玻璃化冻融解冻组培养 3 h vitrification thawed 
for 3 h (n=12)
图 6    2种冷冻方法对卵母细胞复苏后行 ICSI后其正常受精率、卵裂率、
囊胚形成率的影响
Figure 6    The influences of two freezing methods on 2PN fertilization, 
cleavage rate and blatocyst rate of human oocytes after ICSI
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细胞中的少一些。本研究结果显示，在玻璃化冻








作为冷冻人 MII 期卵母细胞解冻后行 ICSI 最佳培
养时间的参考。
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